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摘要    p75NTR 是低亲和力的神经生长因子受体, 能与高亲和力受体 TrkA 协同作用促

进细胞增殖 , 也能与细胞内配体结合介导死亡信号通路 , 诱导细胞凋亡 . 为了探讨

p75NTR 功能的调控机制, 本文利用膜蛋白酵母双杂交技术从人胎脑 cDNA 文库中筛选到

一个新的 p75NTR 相互作用蛋白—— BFAR. 通过对酵母的共转化、GST pull-down 和免疫

共沉淀实验, 证实了 p75NTR 与 BFAR 蛋白在体内外相互作用的特异性. 荧光共定位实验

发现, 两者可共定位于细胞质中. 此外, 荧光素酶检测实验表明, 共转染p75NTR和BFAR

能够抑制 p75NTR 介导的 NFκB 和 JNK 信号通路. 细胞周期实验发现, BFAR 在 PC-12 细

胞和 HEK293T 细胞中的高表达使细胞周期中的 G2/M 期细胞数增加, S 期细胞数量减少, 

而 G0/G1 期细胞数无显著差异.  
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神经生长因子(nerve growth factor, NGF)是神经

营养因子家族成员之一, 通过与特异的靶细胞表面

受体结合维持神经系统的正常生物学功能. NGF主要

有 2 类受体: 高亲和力的酪氨酸激酶受体 TrkA 和低

亲和力受体 p75NTR(p75 neurotrophin receptor). 其中, 

p75NTR基因位于 17q12~17q22, 它编码一种 75 kD的

Ⅰ型单链跨膜糖蛋白, 包含了信号肽、胞外区、跨膜

区及胞内区 4 个结构区域. 其中胞外区由 4 个高度保

守的 Cys 富集结构域组成, 是配体结合位点. 胞内区

至少含有 3 个结构域: 近膜区、Ⅱ型死亡结构域、突

触后密度蛋白结合结构域. 近膜区中有一段 29 个氨

基酸的序列——chopper 结构域是介导神经元凋亡作

用所必需的[1].  

p75NTR 与神经生长因子构成的信号通路对于

确保神经系统的正常发育及维持神经系统的健康具

有重要作用. 目前, 对于该通路的生物学效应和调控

机制还不是十分清楚, 对该信号通路的深入研究将

有助于阐明某些神经系统病变的机理. 在利用分裂

的泛素化膜蛋白酵母双杂交技术筛选与 p75NTR 相

互作用蛋白的过程中获得了包括双功能凋亡调节子

(bifunctional apoptosis regulator, BFAR)在内的一系列

相互作用蛋白. 本文主要报道了对 p75NTR 和 BFAR

之间蛋白相互作用的发现、验证, 以及两者相互作用

对于细胞功能影响的初步研究结果.  
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1  材料与方法 

1.1  材料 

DUAL Membrane System 膜蛋白酵母双杂交系

统、人胎脑 cDNA 文库、HTX -galactosidase Assay kit

均购自瑞士 DUALsystems Biotech 公司. 限制性内切

酶购自 NEB 公司; T4 DNA 连接酶, DNA marker 购自

TaKaRa 公司; Pfu 酶、Taq 酶、鲑鱼精单链 DNA 

(ssDNA)购自北京博大泰克生物技术公司; PCR 产物

纯化试剂盒、DNA 片段胶回收试剂盒、Plasmid 抽提试

剂盒购自Axygen 生物技术有限公司. 3-氨基-1,2,4-三氮

唑(3-AT)购自 Sigma & Aldrich 公司; IPTG, Protease 

Inhibitor Cocktails 和 PMSF 均为 Amresco 公司产品; 

Ni-NTA Agrose 珠子购自 QIAGEN 公司, Glutathione 

Sepharose 4B 购自 Pharmacia Biotech 公司.  

培养细胞所用的 DMEM 高糖液体培养基、胎牛

血清为 Hyclone 公司产品; 胰酶 Trypsin-EDTA, opti- 

DMEM 为GIBCO 公司产品. 转染试剂 LipofectaminTM 

2000 为 Invitrogen 公司产品; Protein A+G beads、鼠抗

Myc、鼠抗 Flag 的单克隆抗体均购自 Sigma & Aldrich

公司; 兔抗 p75NTR 的单克隆抗体购自 Abcam 公司; 

HRP 交联的羊抗兔二抗、Cy3 交联兔抗鼠红色荧光二

抗购于 ProteinTech 公司; HRP 交联的兔抗鼠二抗购

自 Rockland 公司; 化学发光底物检测系统(SuperSigna 

West Femto Maximum Sensitivity Substrate)购自 Pierce

公司; RNA 酶 A 购自经科宏达生物技术有限公司; PI

购自上海凯基生物公司; Dual luciferase reporter assay 

system 是 Promega 公司产品.  

用于构建质粒的 pMT18-T 载体购于 TaKaRa 公

司; 原核细胞表达载体 pGEX-5X-1 来自 Pharmacia 

Biotech, pET-28a 载体来自 Novagen 公司; 哺乳动物

表达载体 pEF-Flag和 pCMV-Myc购自美国 Invitrogen

公司、pEGFP-C1 载体购自 Clontech 公司. 所用载体

经过多克隆位点改造的名称前端标记加N. 用于转化

的大肠杆菌菌株TOP10和表达菌株BL21, BL21(DE3), 

哺乳动物细胞系 HEK293T 细胞株、HeLa 细胞株、 

PC-12 细胞株均为本实验室保存. 引物由赛百盛公司

合成.  

1.2  p75NTR 基因的克隆 

根据 Ensembl 和 GenBank(登录号: NM_002507)

的基因注释 p75NTR 基因全长 3417 bp, CDS 全长

1284 bp, 编码 427 个氨基酸, 共含 6 个外显子, 其中

第一个外显子是信号肽序列, 长度为 66 个氨基酸. 

从一株人肝癌细胞株SMMC7721基因组DNA中通过

逐一扩增外显子的方法, 设计合成特异性基因引物, 

PCR 拼接得到 p75NTR 基因全长片段. 扩增 6 个外显

子的引物序列如下: Exon1F: 5′-AGAGGCCATTA- 

CGGCCATGGGGGCAGGTGCCAC-3′, Exon1R: 5′- 
GCACTCACCGCTGTGTGTGTACAG-3′; Exon2F: 5′- 
CAAGGCCATTACGGCCAAGGAGGCATGCCCCAC-  
3′, Exon2R: 5′-CAGAGAATGTCACACTGTCCAGG- 
CAGGGCTC-3′; Exon3F: 5′-AGTGTGACATTCTCT- 
GACGTGGTGA-3′, Exon3R: 5′-CCTCGCACTCGGC- 
GTCGG-3′; Exon4F: 5′-CCGACGCCGAGTGCGAGG- 
AGATCCCTGGCCGTTG-3′, Exon4R: 5′-TGTTCCA- 
CCTCTTGAAGGCTATGTAG-3′; Exon5F: 5′-TCGA- 
ATTCAAGAGGTGGAACAGCTGCAAGCAGAA-3′,  
Exon5R: 5′-CTTGAGGGCCTGTCCCGAGGCTGTCT-3′; 
Exon6F: 5′-GGACAGGCCCTCAAGGGTGACG-3′,  
Exon6R: 5′-AGAGGCCGAGGCGGCCTCACACCGG- 
GGATGTGG-3′. 

1.3  膜蛋白酵母双杂交筛选 p75NTR 相互作用   

蛋白 

采用瑞士 Dualsystems Biotech 公司的 Dual 

Membrane System 膜蛋白酵母双杂交系统及人胎脑

cDNA 文库, 参照该系统的标准操作手册进行 . 将

p75NTR 基因克隆到 pBT3-SUC 载体上作为“诱饵”, 

先对 p75NTR 基因进行自激活检测、功能验证和筛选

条件测试, 再用以筛选人胎脑 cDNA 文库.  

1.4  GST pull-down 实验 

将诱饵基因 p75NTR 构建到表达载体上, 转化大

肠杆菌 BL21 并获得转化子. pGEX-5X-1-p75NTR 转

化子克隆经 100 mol/L IPTG 在 28℃诱导培养 2 h, 

离心收集菌体, 2 mL PBS 重悬细胞, 超声破碎细胞壁, 

破壁前加入 PMSF和蛋白酶抑制剂, 破壁后立即加入

100 L 20% Triton X-100 溶解蛋白, 冰上放置 30 min, 

用 Glutathione Sepharose 4B 珠子结合沉淀细胞裂解

液上清中的 GST 融合表达蛋白. 同时, 将酵母双杂

交筛选到的猎物基因全长构建到 pET-28a 融合蛋白

表达质粒, 转化大肠杆菌 BL21(DE3)并获得转化子. 

100 mol/L IPTG 在 22℃诱导表达 6 h 后收集菌体, 2 

mL 裂解缓冲液(50 mmol/L NaH2PO4, 300 mmol/L 

NaCl, 10 mmol/L 咪唑, pH 8.0)重悬细胞, 超声破壁后
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用 Ni-NTA Agrose 珠子纯化裂解液上清中的蛋白, 

200 L 洗涤缓冲液(50 mmol/L NaH2PO4, 300 mmol/L 

NaCl, 20 mmol/L 咪唑, pH 8.0)洗涤珠子 3 次, 再用

60 L 洗脱缓冲液(50 mmol/L NaH2PO4, 300 mmol/L 

NaCl, 250 mmol/L 咪唑, pH 8.0)洗脱得到纯化的 His-

猎物蛋白.  

将结合有 GST-p75NTR 融合蛋白的 Glutathione 

Sepharose 4B 悬浮在 500 L NETN 缓冲液 (100 

mmol/L NaCl, 1 mmol/L EDTA, 20 mmol/L Tris-HCl, 
0.5% Nonidet P-40, 1 mmol/L PMSF, pH 7.0)中, 加入

20 L纯化好的His-猎物融合蛋白, 4℃结合 4~8 h, 沉

淀用 buffer H(20 mmol/L HEPES, 50 mmol/L KCl, 

20% 甘油, 0.1% Nonidet P-40, 0.007% -巯基乙醇, pH 

7.7)洗涤 3 次, 在沉淀中加入适量蛋白电泳缓冲液, 

100℃变性 10 min, 以 anti-His 的单克隆抗体进行

Western blot 检测.  

1.5  免疫共沉淀实验 

将 p75NTR 构建到 pEF-Flag 表达载体上, 猎物基

因构建在 pCMV-Myc 载体上, 采用脂质体 Lipofec- 

taminTM 2000 转染 PC-12 细胞, 经 37℃, 5% CO2培养

36~48 h 后收获细胞. 用预冷的 PBS 润洗贴壁细胞 1

次, 细胞裂解液裂解细胞, 4℃, 12000×g 离心 15 min, 

吸取 40 L 细胞裂解上清, 加入 5×SDS 上样缓冲液, 

100℃变性 10 min. 先进行 Western blot, 用以检测被

转染质粒在宿主细胞中的表达情况.  

然后, 向得到的细胞裂解物中加入 10 L 50% 

protein A+G beads 悬液, 混匀后置于 4℃振荡 1 h 进

行预沉淀. 4℃, 1000×g 离心 5 min. 吸取上清液, 加

入一抗(为需要免疫沉淀蛋白的相应抗体) 2 g, 4℃

振荡 1 h, 再加入 20 L 50% protein A+G beads 悬液, 

混匀后置于 4℃振荡过夜. 用预冷的 1×PBS清洗 3次, 

将沉淀进行蛋白电泳, 用 anti-Myc 和 anti-p75NTR 抗

体进行 Western blot 检测.  

1.6  免疫荧光共定位实验 

将猎物基因克隆入 pEGFP-C1 载体中, 与 pEF- 

Flag-p75NTR 一起瞬时共转染 HeLa 细胞 , 培养

24~36 h, 弃去培养液, 用 4%甲醇溶液固定细胞 1 h, 

1% Triton X-100 通透 10 min, 1% BSA 封闭 1 h, 再

用兔抗 p75NTR 抗体结合过夜. 经 1×PBST 洗涤 5

次后, 加入羊抗兔 Cy3 偶联荧光二抗室温结合 1 h, 

用 Hochest 3342 染色液进行核染色, 室温避光反应

10 min, 封片. 在荧光共聚焦显微镜下观察细胞内

蛋白的定位情况, 其中融合绿色荧光蛋白的观测波

长为 480 nm, 融合红色荧光蛋白的观测波长为  

568 nm.  

1.7  荧光素酶报告基因检测细胞信号通路 

细胞用 0.05%的胰酶消化, 转接 24孔板, 细胞密

度约为 2×105个/mL, 于 37℃ 5%CO2培养过夜. 将信

号通路报告质粒(p53-luc, NFκB-luc, CRE-luc, SRE-luc, 

AP1-luc)和 Rellina 内参质粒分别与目的基因质粒或

空载对照质粒共转染细胞. 于 37℃, 5% CO2 培养箱

中培养 48 h, PLB 裂解细胞, 收集裂解液上清用冷光

仪测定相对荧光素酶活性读数. 按照 Promega 公司

Dual luciferase reporter assay system 手册进行操作, 

每个检测加 5 L 细胞裂解上清样品, 每孔先加 25 

L LARⅡ测定 Firefly luciferase 活性, 再加 25 L 

Stop&Glo底物液, 以测定 Rellina luciferase活性. 每

个样品平行做 3 个复孔.  

1.8  流式细胞仪测定细胞周期 

0.05%胰酶消化细胞, PBS洗涤 2次, 离心弃上清, 

加入 1 mL冰预冷 75%乙醇, 4℃固定过夜. 500×g离心

5 min, PBS 洗涤 2 次, 加入 400 L PBS 重悬细胞, 再

加入 4 L 碘化丙啶(1 mg/mL)和 10 L RNase A(10 

mg/mL), 轻轻弹匀, 室温避光反应 10 min. 200 目尼

龙网过滤, 上机(FACS)做 DNA 细胞周期采样分析, 

每个实验重复 3 次.  

2  结果 

2.1  膜蛋白酵母双杂交筛选及回转验证结果 

因 p75NTR 属 于 Ⅰ 型 膜 蛋 白 , 选 用 Dual 

Membrane System 膜蛋白酵母双杂交系统来筛选其相

互作用蛋白, 首先需要对 p75NTR 的自激活和功能情

况进行检测. 将构建好的诱饵克隆质粒 pBT3-SUC- 

p75NTR 先分别与 pOst1-NubI 和 pPR3-N 共转化入酵

母菌株 NMY51; 同时转化 pTSU2-APP 和 pNubG-Fe65

做为阳性对照, pTSU2-APP 和 pPR3-N 为阴性对照. 转

化液分别涂布 SD-Trp-Leu, SD-Trp-Leu-His, SD-Trp- 

Leu-His-Ade 3 种不同营养缺陷型选择培养基平板. 

结果显示, bait 质粒与空载体 pPR3-N 共转均不能在
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SD-Trp-Leu-His, SD-Trp-Leu-His-Ade 筛选板上生长

(表 1), 表明 p75NTR 不存在自激活现象. 另外在功能

检查筛选板中 , 发现只有 pBT3-SUC-p75NTR 和

pOst1-NubI 共转化的 SD-Trp-Leu-His, SD-Trp-Leu-His- 

Ade 筛选板上有克隆生长(表 1), 表明 pBT3-SUC- 

p75NTR 能够与野生型 Nub 载体 pOst1-NubI 互补形

成有功能的泛素分子激活报告基因 His, Ade. 通过进

行文库筛选压力测试 , 确定了合适的筛库条件为

SD-Trp-Leu-His-Ade+1 mmol/L 3-AT. 然后用诱饵克

隆质粒 pBT3-SUC-p75NTR 对 Dual system 公司的人

胎脑 cDNA 文库进行筛选, 筛库效率为 3.9×105 个克

隆数/µg 文库质粒, 达到筛库要求. 筛选板上长出的

克隆子, 采用 HTX -galactosidase assay kit 进行 LacZ

报告基因检测. 抽提筛库获得的阳性克隆酵母质粒

并测定 DNA 序列, 通过 NCBI BLAST 分析比对, 排

除重复序列和非蛋白编码序列, 剔除假阳性克隆, 最

终得到包括BFAR在内的 38 个编码基因阳性克隆. 将

pPR3-N-BFAR质粒转入已含有pBT3-SUC-p75NTR的

NMY51 酵母菌株中进行回转验证 , 结果表明

p75NTR 与 BFAR 蛋白在酵母内的确能发生相互作用

并激活 LacZ 报告基因(图 1).  

表 1  p75NTR 功能检查 a) 

自激活检测及功能验证 SD-TL SD-3 SD-4 

pBT3-SUC-p75NTR/pOst1-NubI 810 151 64 

pBT3-SUC-p75NTR/pPR3-N 809 1 2 

PTSU2/pNubG-Fe65(+) 670 400 350 

PTSU2/pPR3-N() 650 2 0 

a) p75NTR 自激活检测及功能验证结果, 表中数值为各筛选

条件平板上长出的克隆个数. 其中 SD-TL, SD-3 和 SD-4 分别代表

SD-Trp-Leu, SD-Trp-Leu-His 和 SD-Trp-Leu-His-Ade 筛选条件 

2.2  p75NTR 与 BFAR 在体外直接相互作用 

为了排除酵母细胞内假阳性因素的影响, 采用

GST pull-down 实验验证 p75NTR 与 BFAR 在体外条

件下的蛋白相互作用. 首先, 通过构建原核表达质

粒 pGEX-5X-1-p75NTR 和 pET-28a-BFAR, 分别转

化大肠杆菌 BL21 或 BL21(DE3)进行表达并获得纯

化的融合蛋白; 然后, 在纯化好的 GST-p75NTR 和

GST 珠子中加入等量的纯化 His-BFAR 蛋白进行体

外结合, 珠子经洗涤后用 anti-His 抗体进行 Western 

blot 检测. 结果如图 2 所示, 当有 GST-p75NTR 存在 

时可以检测到 His-BFAR 的条带(图 2, 泳道 3 和 4), 

而仅有 GST 存在时检测不到 His-BFAR 的条带(图 2, 

泳道 2), 表明 p75NTR 与 BFAR 在体外发生了特异性

相互作用.  

2.3  p75NTR 与 BFAR 在细胞内直接相互作用 

为了检测 p75NTR 与 BFAR 是否在细胞环境内

真实存在相互作用 ,  通过构建真核表达质粒并将

pEF-Flag-p75NTR 分别与 pCMV-Myc-BFAR 或

pCMV-Myc 空质粒共转染 PC-12 细胞, 进行免疫共沉

淀实验. 结果如图 3 所示, 当 pEF-Flag-p75NTR 与

pCMV-Myc-BFAR 共转染时, 结合有 BFAR 的珠子可

以将 Flag-p75NTR 免疫共沉淀下来, 从而被 anti-  

 

 

图 1  p75NTR 与 BFAR 回转验证 
LacZ 报告基因检测结果, 采用-galactosidase 活性检测方法进行检

测, 菌液与反应液混合均匀后, 酶标仪测定 A615和 A546, 通过计算两

者的比值来定性判断是否可以激活LacZ基因. 其中比值大于1为阳

性, 即两者间存在相互作用并激活 LacZ; 比值小于 1 为阴性. 图示 

为反应 0.5, 1.5, 2.5 和 4.5 h 时 A615和 A546比值 

 

图 2  p75NTR 与 BFAR 体外蛋白互作验证结果 

泳道 1: pET-28a-BFAR 表达纯化产物; 泳道 2: pGEX-5X-1 空载和

pET-28a- BFAR 表达产物; 泳道 3 和 4: pGEX-5X-1-p75NTR 和 

pET-28a-BFAR 表达产物 



李红梅等: BFAR 与 p75NTR 的蛋白相互作用抑制 p75NTR 信号转导 
 

1144 

 

图 3  p75NTR 和 BFAR 在 PC-12 细胞中存在特异性相互 
作用 

泳道 1: pEF-Flag-p75NTR 和 pCMV-Myc 空载体共转染; 泳道 2: 

pEF-Flag-p75NTR 和 pCMV-Myc-BFAR 共转染 

p75NTR 抗体检测到(图 3, 泳道 2). 而在 pEF-Flag- 

p75NTR 与 pCMV-Myc 共转染的阴性对照中, Flag-    

p75NTR 不会与 pCMV-Myc 空载体表达产物发生免疫

共沉淀(图 3, 泳道 1). 表明在 PC-12 细胞中 p75NTR

和 BFAR 蛋白确实存在特异性的相互作用.  

2.4  p75NTR和BFAR在HeLa细胞中的亚细胞共
定位 

用荧光共定位实验对 p75NTR 和 BFAR 各自在

细胞内的定位情况进行了研究. 通过构建真核表达

质粒 pEGFP-C1-BFAR 和 pEF-Flag-p75NTR, 并将两

者分别单独转染HeLa细胞, 同时将它们做共转染. 对

p75NTR 蛋白转染组按免疫荧光定位的方法处理, 并

用 Cy3 偶联红色荧光二抗标记, 在荧光共聚焦显微镜

下观察定位情况. 结果显示, 单独转染时, GFP-BFAR

主要均匀地分布在细胞核外的细胞质内, 而 p75NTR

主要定位于细胞核外的细胞质及细胞膜上, 且细胞

膜上分布较多; 而共转染时 p75NTR 和 BFAR 都能

共同定位于细胞质, 表明 p75NTR 与 BFAR 存在空间

上相遇和结合的可能性(图 4).  

2.5  p75NTR 与 BFAR 相互作用对不同信号通路
的影响 

p75NTR 介导细胞凋亡的现象已经被广泛证  

实[2,3]. 此外, p75NTR 在调节细胞周期和淀粉样蛋白

形成方面发挥了关键的作用[4,5]. 大量研究表明, NFκB, 

JNK, p53 和神经酰胺等多种分子参与了 p75NTR 凋亡 

 
 

 

图 4  p75NTR 和 BFAR 在 HeLa 细胞中的共定位图像 
(A)~(C) pEGFP-C1-BFAR 单独转染 HeLa 细胞; (D)~(F) pEF-Flag-p75NTR 单独转染 HeLa 细胞后经红色荧光二抗标记; (G)~(J) 

pEF-Flag-p75NTR 和 pEGFP-C1-BFAR 共转染 HeLa 细胞 
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信号的转导[6~10]. BFAR 是双功能凋亡调节子蛋白[11]. 

为了检测 BFAR 与 p75NTR 的相互作用是否会对

p75NTR 的凋亡信号转导产生影响, 选取 NFκB, JNK

信号通路为研究对象, 利用双荧光素酶检测系统分别

在 PC-12 和 HEK293T 细胞体内检测 BFAR 对 4 种细

胞内重要报告基因系统(表 2)的影响. 首先, 将pCMV- 

Myc-BFAR 和 TP-rellina 内参分别与不同信号通路的

报告质粒转染 PC-12 细胞, 同时转染空载体 pCMV- 

Myc 作为对照. 转染 48 h 后裂解细胞, 收集裂解液上

清用冷光仪测定相对荧光素酶读数并与对照组相比. 

结果显示, 在 PC-12 细胞中, 与对照组相比, 转染了

pCMV-Myc-BFAR质粒后, NFB, AP1, SRE和CRE这

4 个信号通路活性都受到了不同程度的抑制, 荧光素

酶的活性比单独转染 pCMV-Myc 分别下降了 48.67%, 

31.41%, 22.19%和 28.04%(图 5(A)). 然后, 又将 pCMV- 

Myc-BFAR和pEF-Flag-p75NTR共转染HEK293T细胞, 

同时以空载体 pCMV-Myc与 pEF-Flag-p75NTR 共转染

作为对照. 结果显示, 与对照组相比, 在 BFAR 与

p75NTR 共转染的 HEK293T 细胞中 NFκB, AP1, SRE

和 CRE 这 4 个信号通路活性都受到不同程度的抑制

(图 5(B)).  

2.6  过表达 BFAR 对细胞周期的影响 

曾有报道, 在 PC-12 细胞中抑制 p75NTR 的表达

可导致细胞周期蛋白 D2(cyclin D2)表达上调[4]. 本研

究也发现, 在 PC-12 细胞中过表达 BFAR 对多个信号

通路都有不同程度的影响. 为了进一步分析BFAR对

细胞周期的影响, 将 pCMV-Myc-BFAR 表达质粒和

pCMV-Myc 空载体分别转染 PC-12 细胞. 结果如图

6(A)所示, 转染 pCMV-Myc 空载体的 PC-12 细胞中

S, G2/M 和 G0/G1 期细胞占总细胞比例分别为

25.57%, 10.49%和 64.74%; 而转染了 pCMV-Myc- 

BFAR 的 PC-12 细胞中相应周期的细胞比例分别为

17.15%, 14.82%和 68.05%. 与空载体转染的对照组相

比, BFAR转染 PC-12细胞后 S期细胞数量减少了将近 

表 2  双荧光素酶检测系统研究的 4 种信号通路 

顺式增强作用元件 英文缩写 转录因子 信号转导通路 

激活蛋白 1 AP1 c-jun/c-fos JNK 

核因子B NFB NFB NFB 

血清效应元件 SRE Elk-1/SRF MAPK/JNK 

cAMP 反应元件 CRE ATF2/CREB JNK/p38&PKA 

 

图 5  Luciferase 检测系统检测 BFAR 对信号通路的影响 
(A) BFAR 单独转染 PC-12 细胞后对 4 种信号通路的影响; (B) p75NTR

与 BFAR 共转染 HEK293T 细胞后对 4 种信号通路的影响 

1/4, G2/M期细胞数增加了近 1/3, 而 G0/G1期细胞数

无显著差异. 又在 HEK293T 细胞中重复了上述实验, 

也得到了相似的结果，转染 pCMV-Myc 空载体后 S, 

G2/M 和 G0/G1 期细胞占总细胞比例分别为 37.85%, 

22.19%和 59.96%; 转染 pCMV-Myc-BFAR 后各期比

例分别为 28.71%, 28.82%和 42.47%(图 6(B)), 表明

BFAR 的过表达对细胞增殖具有一定的抑制作用.  

3  讨论 

神经生长因子低亲和力受体 p75NTR 是Ⅰ型单

跨膜蛋白, 广泛分布于神经系统及许多非神经系统

的组织和肿瘤细胞中, 一般情况下 p75NTR 是低表达 
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图 6  流式细胞仪检测 BFAR 过表达对细胞周期的影响 
(A) pCMV-Myc-BFAR 和空载体 pCMV-Myc 分别转染 PC-12 细胞; (B) pCMV-Myc-BFAR 和空载体 pCMV-Myc 分别转染 HEK293T 细胞 

的, 当机体受到损伤时p75NTR上调表达. p75NTR具

有多样性的功能和复杂的信号转导途径, 参与促进

神经细胞分化和调控细胞的存亡. p75NTR 死亡信号

通路与人类神经退行性疾病有很大关联, 如老年性

痴呆和运动神经萎缩症等都是与 p75NTR 高表达强

烈相关的神经退行性疾病[12]. 从蛋白质相互作用的

角度研究 p75NTR 在神经细胞生理病理过程中的功

能及其调控的分子机制具有重要的意义.  

酵母双杂交技术是研究活细胞内蛋白质相互作

用的有效工具, 前人曾采用该技术鉴定出了多个与

p75NTR 相互作用的蛋白[13~15]. 然而传统的双杂交系

统要求被研究的诱饵蛋白(Bait)和猎物蛋白(Prey)都必

须是可溶性蛋白, 如果研究对象是膜蛋白时, 只能选

择其胞内区或膜外区片段进行实验, 被捕获的目标

蛋白也多是胞内可溶性的蛋白分子, 这极大地限制

了其在膜蛋白相互作用研究中的应用.  

DUALmembrane system 是瑞士 DUALsystem 公

司根据 Johnsson N 和 Varshavsky A 发明的“分离的泛

素”原理而研发的一种适用于研究膜蛋白相互作用的

新型酵母双杂交系统[16]. 本研究首次采用该系统筛

选人胎脑 cDNA文库发现了一个新的 p75NTR相互作

用蛋白 BFAR, 并经 GST pull-down、免疫共沉淀

(CO-IP)和亚细胞共定位等实验, 验证了它们在体内、

外相互作用的特异性.  

BFAR 是最早由 Zhang 等人[17]发现的一种多结

构域的蛋白, 它含有 450 个氨基酸, 包括 4 个可识别

结构域: N 末端锌指结合 RING 环结构域, 可结合泛

素连接酶 E2s; SAM 结构域, 能促进 Bcl-2 和 Bcl-XL

的相互作用, 抑制Bax诱导的细胞凋亡; DED结构域, 

与 procaspases-10 的死亡效应结构域 DEDs 序列同源, 

有报道称其直接或间接与 caspase8 和 caspase10 前体

相关, 阻碍 Fas 介导的凋亡信号通路; 以及 C 末端跨

膜结构域 TM, BFAR 通过 TM 定位在内质网膜上. 

Roth 等人[11]研究发现, BFAR 的组织表达谱有高度特

异性, 仅在脑组织中高表达. Rong 等人[18]发现, 延长

内质网压力时间, 内源性 BFAR 表达水平将下降. 

p75NTR 和 BFAR 都是膜整合蛋白 , 其中

p75NTR 在内质网合成 , 随后转移至质膜表面 , 而

BFAR 主要分布在内质网, 少量分布在线粒体膜[11]. 

因此, p75NTR 与 BFAR 的相互作用最有可能发生在

内质网膜, 本文通过荧光共定位实验证实了两者可

共定位于细胞质中. 流式细胞仪检测实验中发现共

转染 p75NTR 和 BFAR 使细胞周期中 G2/M 期细胞数

增加, S 期细胞数量减少.  

Roth等人[11]通过CO-IP证实BFAR能够与HIP1, 

Hippi, Bap31 等发生相互作用 , 这些蛋白都含有
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pseudo-DED 结构域, p75NTR 也含有类似的 DD 结构

域, 可能正是这个特殊的结构特征介导了 BFAR 和

p75NTR间的相互作用. BFAR能够抵抗凋亡发生, 而

p75NTR是一个诱导细胞凋亡的NGF受体, 这种功能

上的对抗性提示BFAR有可能抑制 p75NTR介导的细

胞凋亡 . 曾有研究报道 , NFκB 和 JNK 信号都与

p75NTR 介导的凋亡密切相关[6~9,19]. 本研究通过荧

光素酶报告基因检测实验发现, 在 PC-12 和 293T 细

胞中高表达 BFAR 都能够抑制 NFκB 和 JNK 相关的

信号通路, 但BFAR对这些信号通路的抑制作用到底

有何生理意义还有待进一步研究.  

目前, 人们虽然对神经退行性疾病的病理学特征

已有较多了解, 但有效的治疗方法还很有限, 这主要

是由于对神经元细胞生存和死亡的分子调控机制尚未

完全明了, 因此亟待加强对这方面的深入研究, 以便

为寻找到新的治疗策略提供理论依据. 本研究首次发

现并证实了两个功能拮抗的蛋白 BFAR 与 p75NTR 之

间的特异性相互作用, 并对其生物学意义进行了初步

探讨. 进一步深入研究它们之间的互作是如何介导与

调控神经细胞自我保护的机制, 对于揭示神经元细胞

生存和死亡的调控机制, 以及为神经退行性疾病的治

疗提供新靶点和新思路将有重要的意义.  
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